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Influencia del estrés oxidativo en la evolucion de la aterosclerosis carotidea
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Resumen

Introduccién y objetivo: el estrés oxidativo (EO) ha demostrado una clara influencia en el desarrollo de las placas
de ateroma por los dafios provocados en el endotelio vascular. El objetivo de este trabajo es realizar un estudio de
los principales marcadores de estrés oxidativo en pacientes con enfermedad aterosclerdtica de la arteria carétida
como signo de vulnerabilidad, analizar la implicacion de la situacion redox y el estado metabdlico mitocondrial en
la patologia aterosclerética de la arteria cardtida y su relacion con la clinica neuroldgica.

Pacientes y métodos: se estudiaron las placas de ateroma obtenidas de pacientes intervenidos de endarectomia
carotidea (asintomaticos y sintomaticos) en el Servicio de Angiologfa, Cirugfa Vascular y Endovascular del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid en el afio 2020. Se recogieron variables clinicas y demogréficas y la existencia de
sintomatologia neuroldgica. Las caracteristicas anatémicas y hemodindmicas se estudiaron mediante estudio eco
Doppler y angiografia mediante tomografia computarizada (CTA) en el preoperatorio. Se analizaron las placas de
ateroma como estimadores del grado de peroxidacién lipidica que reflejaron el estado redox. Se ha estimado un
tamafio muestral de 45 muestras en cada grupo, con una tasa de pérdidas de seguimiento del 5 %. Se estudiaron
las diferencias entre los grupos mediante x?y la t de Student para determinar la relacion entre el potencial redox
con las caracteristicas morfolégicas de la placa de ateroma. Se utilizo el programa estadistico SPSS 27.0, aceptando
como significativo un valor p < 0,05.

Resultados: las placas de ateroma calcificadas mostraron mayor capacidad antioxidante con respecto a las placas
de ateroma no calcificadas en el pardmetro ABTS: 2,2-4cino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (2635,08
frente a 2803,28). La relacion es estadisticamente significativa (p = 0,007). También mostraron mayor defensa
antioxidante tanto cuando se analizé la actividad de la catalasa (160,73 frente a 175,13) y la actividad SOD (1,11
frente a 1,49; p = 0,049). En el estudio del metabolismo energético de las placas carotideas de ateroma objetivamos
que los niveles de lactato fueron mayores en las placas no calcificadas (11,45 frente a 8,57; p = 0,001). Los niveles
plasmaticos de &cido urico (1,48 frente a 2,33) y la actividad de la catalasa (146,79 frente a 176,81) fueron signifi-
cativamente mas elevados en los pacientes con sintomatologfa neurolégica (p = 0,001 y 0,025, respectivamente).

Conclusiones: las placas homogéneas de ateroma y calcificadas de la arteria carétida presentan mayor capacidad
E;';';':;;:i‘\’g y defensa antioxidante que las placas de ateroma no calcificadas y heterogéneas. Los pacientes con sintomatolo-
Carotida. Ictus, gia neuroldgica presentaron placas de ateroma con menor capacidad y defensas antioxidantes que los pacientes
Aterosclerosis. asintomaticos neurolégicos.
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Abstract

Introduction and objective: oxidative Stress (OS) has proven to have a clear impact on the development of
atherosclerotic plagues due to the damage it causes to vascular endothelium. The aim of this study is to conduct
aresearch on key oxidative stress markers in patients with carotid artery atherosclerotic disease as a sign of vulnera-
bility, analyze the implications of the redox status and mitochondrial metabolic state in carotid artery atherosclerotic
disease, and its relationship with neurological clinical presentation.

Patients and methods: atherosclerotic plaques obtained from carotid endarterectomy patients (both asymptomatic
and symptomatic) performed the Department of Angiology, Vascular and Endovascular Surgery of Hospital Clinico
Universitario de Valladolid, Spain in 2020 will be examined. The clinical-demographic variables and the presence of
neurological symptoms will be recorded. Anatomical and hemodynamic characteristics will be studied using Doppler
ultrasound and coronary computed tomography angiography (CCTA) preoperatively. Atherosclerotic plaques will be
analyzed as estimators of the degree of lipid peroxidation showing the redox state. A sample size of 45 speciments
from each group has been estimated with a loss to follow-up rate of 5 %. Inter-group differences will be studied using
the chi-square and Student’s t tests to establish the relationship between redox potential and morphological charac-
teristics of the atheromatous plaque. SPSS 27.0 statistical software will be used, with a significance level set at p < 0.05.

Results: calcified atherosclerotic plaques showed higher antioxidant capacity compared to non-calcified plaques
in the ABTS parameter (2,2-azino-bis(3-ethylbenzthioziozline-6-sulfonic)) (2635.08 vs 2803.28), with statistically
significant relationship (p = 0.007). They also exhibited greater antioxidant defense when analyzing catalase activ-
ity (160.73 vs 175.13) and SOD activity (1.11 vs 1.49) (p = 0.049). In the study of the energy metabolism of carotid
atherosclerotic plaques, it was observed that lactate levels were higher in non-calcified plaques (11.45 vs 8.57)
(p=0.001). Plasma levels of uric acid (1.48 vs. 2.33) and catalase activity (146.79 vs 176.81) were significantly higher
in patients with neurological symptoms (p = 0.001 and p = 0.025, respectively).

Conclusions: homogeneous and calcified carotid artery atherosclerotic plagues exhibit higher antioxidant capacity
and defense compared to non-calcified and heterogeneous plaques. Patients with neurological symptoms showed ath-
erosclerotic plagues with lower antioxidant capacity and defenses compared to asymptomatic neurological patients.

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se con-
sideran el problema de salud mas grave del mundo
occidental, ya que son responsables de una de cada
tres muertes en los paises desarrollados (1), por lo que
existe un interés global en su estudio con el objetivo
de poder frenar esta incidencia.

Se sabe que la principal causa de las ECV es la ate-
roesclerosis (de hecho, constituye la principal causa
de mortalidad a nivel mundial) y también que las
personas que la sufren presentan una menor calidad
de vida (1,2).

Una consecuencia directa de la enfermedad ate-
rosclerdtica es el desarrollo de un ictus, que supone
la segunda causa de muerte en Espafia (la primera en
mujeres), la primera causa de discapacidad adquiri-
da en el adulto y la sequnda causa de demencia (3).
Cada afno 110 000-120 000 personas sufren un ictus
en nuestro pafs, de las que el 50 % presenta secuelas
discapacitantes o fallece (3).

La correcta categorizacion etiopatogénica del ictus
isquémico es fundamental para seleccionar el trata-
miento preventivo mas adecuado 'y, con ello, disminuir

el riesgo de recurrencias (4). De todas las causas, la
mas frecuente es la aterosclerdtica con origen en las
arterias carétidas o intracraneales.

Los factores de riesgo asociados a la aterosclerosis
son la edad, el sexo, el tabaquismo, la dieta aterogéni-
ca, el sedentarismo, la hipertensién arterial, la diabetes
mellitus de tipo 2 y dislipidemia (5).

Las dislipidemias cursan con un valor disminuido
de colesterol HDL (High Density Lipoprotein) y un valor
aumentado de triglicéridos y de colesterol LDL (Low
Density Lipoprotein), que se acumulan en la capa intima
de la arteria. Estos acimulos promueven una activa-
cion de las células endoteliales inducida no solo por
las LDL, sino también por citocinas proinflamatorias
y cambios hemodinamicos (6).

En los dltimos afos se ha descrito como las molé-
culas LDL modificadas estructuralmente tras la accion
oxidante de los radicales libres, especialmente la
peroxidacion lipidica, incrementan marcadamente sus
caracteristicas aterogénicas. Estas moléculas reciben
el nombre de LDL oxidadas (LDL-ox) (6).

Es importante tener en cuenta que la evolucién
natural de lesiones aterosclerdticas con el mismo
grado de estenosis es completamente diferente
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en los pacientes sintomaticos que en los asintomati-
cos. El riesgo de recurrencia clinica es superior al 13 %
en los primeros y tan solo del 1-2 % en los segundos
(7). Otras veces, placas moderadamente estendticas
evolucionan répidamente y causan alteraciones cere-
brovasculares graves, mientras que estenosis impor-
tantes permanecen asintomaticas. Esto sugiere que
no existe una correspondencia entre las caracteristicas
morfoldgicas de la placay la biologia celular implicada,
lo que indica dos tipos de enfermedad carotidea: una
forma estable, con poca probabilidad de producir
embolizacion sintomatica u oclusion (ictus), y otra
inestable (no necesariamente mas estendtica), con
un alto riesgo de producir sintomas.

Por lo tanto, es importante conocer la morfologia de
la placa de ateroma en la arteria carétida, pero también
los factores que influyen en su progresion y, por ende,
en sus manifestaciones clinicas. En esta linea, la implica-
cion del estrés oxidativo (FO) ha demostrado una clara
influencia en el desarrollo de las placas de ateroma por
los dafos provocados en el endotelio vascular.

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio
de los principales marcadores de estrés oxidativo en
pacientes con enfermedad aterosclerética de la arteria
carétida como signo de vulnerabilidad, analizar la
implicacién de la situacion redox y el estado metabo-
lico mitocondrial en la patologia aterosclerdtica de la
arteria carétida y su relacion con la clinica neurolodgica.
Esto supondra tener unos pardmetros biolégicos que
nos identifiquen pacientes en riesgo de desarrollar
un ictus, lo que supone una herramienta pronostica
altamente interesante que nos permitira instaurar
un tratamiento adecuado para evitar un ictus futuro.

MATERIALY METODOS

Tipo de estudio y diseiio

Se trata de un estudio coordinado con un pro-
tocolo unico realizado en el Servicio de Angiologia,
Cirugia Vasculary Endovasculary en el Servicio Cienti-
fico Técnico de Cultivos Celulares del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid y en el Instituto de Ciencias
de la Salud de Castillay Leon.

Diserio: estudio prospectivo, longitudinal, obser-
vacional y comparativo con dos brazos: grupo
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de estenosis sintomatica y grupo de estenosis asinto-
matica, cuyas caracteristicas se detallan a continuacion.

Poblacion de estudio

Criterios de inclusidn: pacientes intervenidos de
endarectomia carotidea asintomaticos y sintomaticos
en el Servicio de Angiologia, Cirugfa Vascular y Endo-
vascular del Hospital Clinico Universitario de Valladolid
(HCUV) con indicacion quirdrgica segun criterios del
estudio NASCET durante el afio 2020. En el estudio
podran distinguirse dos grupos: 1. Pacientes con este-
nosis carotidea asintomatica, y 2. Pacientes con esteno-
sis carotidea sintomatica. El diagnostico de estenosis
carotidea se realizd mediante eco Doppler de troncos
supraadrticos y angiografia por tomografia computa-
rizada (CTA) y las medidas se analizaron segun criterios
del estudio NASCET (Fig. 1).

Criterios de exclusion: se tendrd en cuenta la exis-
tencia de antecedentes de enfermedad crénica
(hepatica, renal, endocrinometabdlica, inmunolégica,

NASCET = _A-B

CCA

Figura 1. Metodologia en la cuantificacion de la estenosis carotidea sequn el estudio
NASCET
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del sistema nervioso central, osteomuscular y cancer),
mujeres en estado de gestacién y uso y abuso de
drogas o de alcohol, asi como la participacion en otro
ensayo clinico o tratamiento con algun farmaco en
fase experimental. Ademas, seran excluidos aquellos
individuos que consumieran algun suplemento o
vitamina antioxidante.

Cdlculo del tamario muestral: aceptando un riesgo
alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste
bilateral, se precisaron 45 sujetos en cada grupo para
un margen de error del 5 %. Se asumioé que la desvia-
Cion estandar comun es de 0,5. Se estimé una tasa de
pérdidas de seguimiento del 5 %.

Variables de estudio
Variables clinicas y demograficas

Edad, sexo, factores de riesgo cardiovascular (dia-
betes mellitus, tabaquismo, dislipemia e hipertensién
arterial), comorbilidad asociada, medicacién crénica,
indice de masa corporal y la asociacién de sintomato-
logia neuroldgica o de lesiones cerebrales signomati-
cas en la tomografia axial computarizada.

Variables analiticas en placa de ateroma

Se realizé un estudio de la capacidad antioxi-
dante mediante el andlisis de FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), ABTS (2,2-4cino-bis[acido 3-etil-
benzotiazolina-6-sulfénico]) y la determinacion de
acido urico, un estudio de las defensas antioxidantes
mediante la determinacion de la actividad de la cata-
lasa y la superdxido dismutasa (SOD), un estudio del
dano oxidativo mediante el analisis de dafio del ADN
(8-oxodesoxiguanosina) y la peroxidacion lipidica y un
analisis de los probables problemas en el metabolismo
energético mediante la determinacion de los niveles
plasmaticos de acido lactico.

Variables morfoldgicas y hemodindmicas de la
estenosis carotidea

Se llevd a cabo un estudio ecografico y una CTA
para determinar las caracteristicas anatémicas y hemo-
dindmicas de la placa de ateroma en el preoperatorio.

Estudio morfolégico de la placa carotidea con eco
Dopplery CTA: en el preoperatorio se realizd un estudio
eco Dopplery una CTA de las arterias carétidas. Las
placas de ateroma se caracterizaron siguiendo las
recomendaciones del Capitulo de Diagnéstico Vascu-
lar no Invasivo de la Sociedad Espafiola de Angiologia
y Cirugfa Vascular y se registraron las caracterfsticas
morfoldgicas de las placas de ateroma identificadas en
la CTA de los troncos supraadrticos. Se utilizéd un eco
Doppler Philips EPIQ CVx y todas las exploraciones se
realizaron por un solo técnico para eliminar el sesgo
de la variabilidad del explorador.

Se definié como una placa homogénea cuando
mostraron las siguientes caracteristicas ecogréficas:

1. Ecogenicidad uniforme. La placa de ateroma
homogénea tiende a mostrar una ecogenici-
dad uniforme en la ecografia, lo que significa
que refleja las ondas de ultrasonido de manera
consistente a lo largo de su superficie. Esto se
debe a que la composicién de la placa, que
generalmente incluye depdsitos de lipidos y
calcio, es relativamente uniforme en toda su
extension.

2. Superficie lisa. La superficie de la placa de ate-
roma homogénea suele ser lisa en la ecografia,
sinirregularidades evidentes o dreas con carac-
terfsticas diferentes en términos de textura o
ecogenicidad.

3. Ausencia de sombra acustica posterior. En una
placa homogénea es menos probable que se
observe una sombra acustica posterior impor-
tante en la ecograffa. La sombra acustica pos-
terior se produce cuando los ultrasonidos no
pueden atravesar eficazmente una estructura
densa, como un depdsito de calcio en una pla-
ca de ateroma.

4. Grosor medible del complejo intima-media.
La ecograffa de una placa de ateroma homo-
génea puede permitir la medicion del grosor
del complejo intima-media de la arteria caré-
tida adyacente, lo que puede ser un indicador
importante de la salud vascular.

Se definié como una placa heterogénea cuando

mostraron las siguientes caracteristicas ecogréficas:

1. Ecogenicidad variada. Una placa de ateroma
heterogénea muestra variaciones en su ecoge-
nicidad en la ecografia. Esto significa que refleja
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las ondas de ultrasonido de manera desigual en
diferentes areas de la placa. Estas variaciones
pueden ser el resultado de diferentes com-
ponentes, como depdsitos de lipidos, calcio,
coagulos sanguineos o dreas de hemorragia
dentro de la placa.

. Superficie irregular. La superficie de una placa

de ateroma heterogénea tiende a ser irregular
en la ecografia, con areas de textura diferente,
protuberancias o depresiones. Esto puede indi-
car la presencia de ulceraciones o de erosiones
en la superficie de la placa.

. Sombra acustica posterior. En una placa hete-

rogénea, es mas probable que se observe
una sombra acustica posterior en la ecograffa.
La sombra acustica posterior se produce
cuando los ultrasonidos no pueden atrave-
sar eficazmente estructuras densas, como
depdsitos de calcio o codgulos sanguineos
en una placa de ateroma.

. Presencia de flujo turbulento. En algunos casos,

una placa heterogénea de ateroma puede estar
asociada con la presencia de flujo sanguineo
turbulento en la arteria carétida, lo que pue-
de detectarse mediante el uso de la ecografia
Doppler.

Estudio hemodindmico de la placa carotidea con eco
Doppler. Para este propésito, se midié la velocidad del
flujo en el punto de maxima estenosis y se evaluaron
los cambios hemodindmicos en regiones proximales
(arteria carotida comun) y distales (cardtida interna
posestendtica). Esto permitié una cuantificacion pre-
cisa de la estenosis carotidea. Los criterios utilizados
para determinar el grado de estenosis carotidea se
describen en la tabla I.

METODOLOGIA

Obtencion de muestras

Las muestras de la placa de ateroma se obtuvieron
después de llevar a cabo la endarterectomia carotidea.
Durante la cirugia, se extrajo la placa de ateroma junto
con la capa intima de la arteria carétida y la mitad
interna de la capa media. Luego, se conservaron en
nitrégeno liquido a una temperatura de -195,8 °C
hasta el momento de su analisis.

Estudio de la capacidad antioxidante

Con el fin de aumentar tanto la sensibilidad como
la especificidad de los resultados analizamos la capa-

Tabla I. Criterios hemodinamicos para establecer el grado de estenosis carotidea segun
las directrices diagnosticas basicas para la TSA del Capitulo de Diagndstico Vascular de la Sociedad
Espanola de Angiologia y Cirugia Vascular

<50% | 50-69 % 70-79 % 80-89 % > 90 % Oclusién
Signos directos
VSM <125 125-230 > 230 > 300 Variable NA
VDF <40 40-100 > 100 Variable Variable NA
Signos indirectos
Posestenosis en ICA Normal | Normal <50 > 50 > 30 NA
Flujo colateral flow en AO No No No/ | /invertido | | /invertido | | /invertido | | /invertido
Flujo colateral flow en PW No No No/presente Presente Presente Presente
indices
Sserljc';’vnsgmre <2 > 2 > 4 > 4 Variable NA

CCA: arteria cardtida comun; ICA: arteria carétida interna; AQ: arteria oftdlmica; NA: no aplicable; PW: poligono de Willis; VDF: velocidad

de fin de didstole; VSM: velocidad sistélica mdxima.
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cidad antioxidante del plasma mediante tres enfoques
diferentes:

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Este ensa-
yo se basa en la capacidad de la muestra para permitir
la reduccién de hierro, que se lleva a cabo como se
describe por Benzie y Strain. Los resultados se cuan-
tifican mediante absorbancia a 595 nm utilizando
una curva estandar de concentraciones conocidas
de Trolox (8).

ABTS (2,2-dcino-bis[dcido 3-etilbenzotiazolina-6-sul-
fénico]). Esta técnica se basa en la estimacion de la
capacidad antioxidante por una prueba colorimétrica
mediante el radical catiénico (ABTS+), basado en el
método de Re ycols. (9).

Acido drico. El acido Urico es oxidado por la uricasa,
la alantoinay el perdxido de hidrégeno. El perdxido de
hidrégeno, en presencia de la peroxidasa, reacciona
con el DHBS y con 4-aminoantipirina, que forman el
cromogeno anti pirroloquinolina quinona. La inten-
sidad del color rojo formado es directamente pro-
porcional a la concentracion de 4cido en la muestra.

Estudio de las defensas antioxidantes
Actividad de la catalasa

La catalasa es una enzima perteneciente a la cate-
goria de las oxidorreductasas, que cataliza la descom-
posicion del perdxido de hidrégeno (H,0,) en oxigeno
y agua. Esta enzima utiliza como cofactor al grupo
hemo y manganeso. Se determind la actividad enzi-
matica de la catalasa titulando con permanganato de
potasio el peréxido de hidrogeno remanente.

Actividad superoxido dismutasa (SOD)

El método de deteccién de la actividad de la SOD
se realiza con base en la cuantificacion de la reduc-
cion de WST-1, que produce un colorante formazan
soluble en agua.

Estudio del dafo oxidativo
Dano al ADN [8-oxodesoxiguanosinal

La 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina es un importante
derivado oxidado espontaneo de la 2'-desoxiguano-

sina y un biomarcador del dafio oxidativo del ADN. Se
forma mediante la reaccion de la guanina con espe-
cies reactivas del oxigeno. Aunque normalmente se
reparay se elimina mediante el mecanismo de repara-
Cion por escision de bases, la 8-oxo-dG puede dafarse
potencialmente con la desoxiadenina, o que da lugar
a mutaciones de GaT, que causan recombinaciones
frecuentes y polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP) en el genoma humano. La concentracion de
8-ox0-dG en una célula es una medida del estrés oxi-
dativoy, por lo tanto, puede utilizarse para evaluar el
grado de dafo fisiolégico y ambiental del ADN.
Peroxidacion lipidica [MDA] [HNE]. Para cuantificar su
concentracién, se homogeneizod la muestra mediante
la adicion de tampdn Tris 20 MMy se sometid a centri-
fugacion. Se prepard una solucion de la muestra junto
con elindol, se centrifugd nuevamente y se tomaron
alicuotas para, finalmente, medir la absorbancia.

Aspectos éticos y legales de la investigacion

El estudio clinico fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid.
En lo que respecta a la anonimizacion de las mues-
tras, se procedié a mantener la confidencialidad de
los datos personales y clinicos, respetando en todo
momento los principios éticos basicos de la investiga-
cion con muestras bioldgicas, asi como lo establecido
por la legislacion aplicable (Ley Organica 15/1999 de
13 de diciembre, de Proteccion de Datos, Ley 41/2002
de Autonomia del Paciente y Sanitaria y Ley 14/1986,
General de Sanidad).

Analisis estadistico

Las variables nominales se expresaron en porcen-
taje, mientras que las variables cuantitativas se pre-
sentaron mediante la media y su desviacion estandar.

Se verificaron los supuestos de normalidad para
las variables cuantitativas mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov con la correc-
cion de significacion de Lilliefors. La asociaciéon
entre las variables categodricas (caracteristicas mor-
fologicas de la placa y sintomatologia neuroldgica)
se examinod a través de la prueba de ¢’ y la relacion
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entre la media de las variables cuantitativas en dos
grupos de variables categéricas (caracteristicas mor-
fologicas de la placa y sintomatologia neurolégica) se
analizd mediante la prueba t de Student.

Se empled el programa estadistico SPSS 27.0
(www.spss.com), considerando un valor de p < 0,05
como estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Se recolectaron 96 placas carotideas de ateroma
de pacientes que se sometieron a endarterectomia
carotidea (tanto asintomaticos como sintomaticos) en
el Servicio de Angiologia, Cirugfa Vascular y Endovas-
cular del Hospital Clinico Universitario de Valladolid
(HCUV) durante el afio 2020. Las caracteristicas de los
pacientes quedan reflejadas en la tabla Il.

El porcentaje de estenosis media de las placas
de ateroma carotideas calcificadas fue de 75,8 +
14,81 en comparacion con las placas no calcificadas,
que presentaron un porcentaje de estenosis media

de 71,58+ 10,80 (p =0,143). De estas, el 75 % de las
placas no calcificadas y el 60 % de las placas calcifi-
cadas fueron sintométicas (p = 0,235) (Fig. 2).

Se realizaron pruebas de normalidad para las varia-
bles cuantitativas, incluyendo FRAP, ABTS, acido urico,
actividad de la catalasa, actividad SOD, dafno del ADN'y
peroxidacion lipidica. Todas estas variables mostraron
una distribucion gaussiana.

Caracteristicas de la placa de ateroma carotidea

No Si
Sintomatologia neurolégica

= Caracteristicas de la placa de ateroma no calcificacion
= Caracteristicas de la placa de ateroma calcificacion

Figura 2. (arcteristicas de la placa de ateroma carotidea con respecto a la
sintomatologia neuroldgica de los pacientes.

Tabla Il. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio

Caracteristicas Grup.o de pt':\c.ientes Grupo de p’a'cientes 5
asintomaticos sintomaticos

Ndmero de pacientes 45 45

Edad (anos) (media + sd) 754+ 1,48 773 +1,87 0,79
Varones (%) 73 75 0,64
Diabetes mellitus (%) 45 41 0,78
Tabaquismo (%) 72 78 0,62
Dislipemia (%) 56 61 0,53
Hipertension arterial (%) 43 48 0,58
Comorbilidad (%) 34 38 043
Tratamiento con estatinas (%) 56 65 0,087
indice de masa corporal (media + sd) 263+ 1,52 28,2+ 1,38 0,71
Placas calcificadas de ateroma (%) 40 60

Placas no calcificadas de ateroma (%) 25 75 008
Niveles de lactato en placas de ateroma (media + sd) 9,70 £ 4,51 9,74+ 3,77 0,98
Niveles plasmaticos de acido urico (media + sd) 148+0,77 2,33+ 1,38 0,098

sd: desviacion estdndar.
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Las placas calcificadas de ateroma exhibieron Cuando se estudiaron las defensas antioxidantes
una mayor capacidad antioxidante en comparacién delas placas de ateroma, las placas no calcificadas mostra-
con las placas no calcificadas en el parametro ABTS ron una menor defensa antioxidante, tanto en la actividad
(2,2-4cino-bis[acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]) catalasa (160,73 frente a 175,13) como en la actividad SOD
(2635,08 frente a 2803,28), con una diferencia estadis- (1,11 frente a 1,49). La diferencia fue estadisticamente
ticamente significativa (p = 0,007) (Tabla IlI). significativa en este Ultimo caso (p = 0,049) (Tabla V).

Tabla Ill. Estudio de la capacidad antioxidante en las placas de ateroma carotidea segun
sus caracteristicas morfolégicas

Estudio c!e I? capacidad Sin calcificacion Calcificacion p
antioxidante
FRAP [uM Egq TROLOX] 142,92 £ 73,71 181,62 £ 115,68 0,285
ABTS (Eg. TROLOX) 2635,08 + 323,80 2803,28 £ 223,27 0,007
Acido arico 222+1,40 1,81 40,95 0,135

Estudio de la capacidad antioxidante

ACIDO URICO |1 s s o s S

ABTS (Eq. TROLOX) |1

FRAP [uM Eq TROLOX] m

0% 10 % 20% 30% 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90% 100 %

M No calcificacién M Calcificacion

Tabla IV. Estudio de las defensas antioxidantes en las placas de ateroma carotidea segun
sus caracterfsticas morfolégicas

Estudio de las defensas . . .. . ..
.. Sin calcificacion Calcificacion p
antioxidantes
Actividad de la catalasa 160,73 £ 44,97 175,13+ 102,79 0,402
Superdxido dismutasa 1,11 +0,53 1,49+ 1,20 0,049

Estudio de las defensas antioxidantes

ACTIVIDAD SOD

ACTIVIDAD CATALASA

0% 10 % 20 % 30% 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90 % 100 %

B No calcificaciéon M Calcificaciéon
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Posteriormente, se analizd el dafio oxidativo, que
resultd ser superior en las placas de ateroma no cal-
cificadas, tanto en el dafo del ADN (3318,96 frente a
2887,15) como en la peroxidacion lipidica (46,87 frente
a 32/45). Sin embargo, estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica (p = 0,33 y 0,12, respectiva-
mente) (Tabla V).

Se procedio a investigar la relacién entre estos
parametros de capacidad antioxidante, defensa
antioxidante y el dafio del ADN con la sintomatolo-
gfa neurologica de los pacientes. Se encontrd que
los niveles plasmaticos de acido Urico (1,48 frente
a 2,33) y la actividad de la catalasa (146,79 frente a
176,81) fueron significativamente mas elevados
en los pacientes con sintomatologia neuroldgica
(p=0,001y 0,025, respectivamente). En contraste,
los niveles de actividad SOD (1,77 frente a 1,10)
y del daflo del ADN (4393,01 frente a 2476,91)
fueron mas altos en pacientes sin sintomatolo-
gfa neurolégica concomitante (p = 0,009 y 0,002,
respectivamente) (Tablas VI, VIl y VIII).

DISCUSION

En nuestro estudio se demuestra la relacion entre
el estrés oxidativo y la vulnerabilidad de la placa

de ateroma de la carétida. Observamos que las placas
calcificadas de ateroma presentaron mayor capaci-
dad antioxidante, mayores defensas antioxidantes,
menor dafo oxidativo y menores alteraciones del
metabolismo energético. Los resultados de estudio
explican por qué las placas de ateroma no calcificadas
son altamente vulnerables, con mayor probabilidad
de desarrollar complicaciones neuroldgicas. Por otra
parte, los pacientes con sintomatologia neurolégica
presentaron mayor actividad de marcadores de estrés
oxidativo en las placas analizadas de ateroma.

El estudio destaca que las placas de ateroma cal-
cificadas mostraron una mayor capacidad y defensa
antioxidantes en comparacion con las placas no calci-
ficadas. Estos hallazgos sugieren que las diferencias en
la respuesta al estrés oxidativo pueden estar relaciona-
das con la naturaleza de las placas aterosclerdticas en
lugar de con otros factores como la edad, el género,
factores de riesgo cardiovasculares o el tratamiento
previo de los pacientes, puesto que estos factores
tuvieron una distribucion homogénea en ambos
grupos del estudio.

Este es el motivo por el que nuestro estudio nos
permite conocer el estado de estrés oxidativo sub-
yacente en la placa carotidea, aportando una infor-
macién completa del riesgo de ictus de un paciente

Tabla V. Estudio del dano oxidativo en las placas de ateroma carotidea segun sus caracteristicas
morfoldgicas

EStUd'.o de.l R Sin calcificacion Calcificacion p
oxidativo
Dano del ADN 3318,96 +1919,83 2887,15 + 2052,13 0,336
Peroxidacion lipidica 46,87 + 30,81 32,45+ 16,88 0,120

PEROXIDACION LIPIDICA

DANO DEL ADN

0% 10 % 20% 30%

M No calcificacion

Estudio del dano oxidativo

40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90% 100%

M Calcificacién
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Tabla VI. Estudio de la capacidad antioxidante en las placas de ateroma carotidea
y la asociacion con la sintomatologia neurolégica

Estudio de la capacidad Sin sintomas L.
.. .. Neuroldgicos p
antioxidante neuroldégicos
FRAP [uM Eq TROLOX] 185,98 £ 110,31 159,11 £ 85,90 043
ABTS (Eg. TROLOX) 277718 + 285,00 2698 + 278,32 0,22
Acido Urico 148 £0,74 233+1,36 0,001
Estudio de la capacidad antioxidante
ACIDO URICO

ABTS (Eq. TROLOX)

FRAP [uM Eq TROLOX]

0% 10 % 20 % 30% 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90% 100 %

M Sin sintomas neurolégicos M Sintomas neuroldgicos

Tabla VII. Estudio de las defensas antioxidantes en las placas de ateroma carotidea
y la asociacion con la sintomatologia neuroldgica

Estudio de las defensas Sin sintomas , . .
.. .. Sintomas neurolégicos p
antioxidantes neuroldégicos
Actividad de la catalasa 146,79 + 28,97 176,81 £92,38 0,025
Actividad SOD 1,77 £1,15 1,10+£0,79 0,009
Estudio de las defensas antioxidantes
ACTIVIDAD SOD

ACTIVIDAD DE LA CATALASA

0% 10 % 20% 30% 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90% 100 %

M Sin sintomas neurolégicos M Sintomas neurolégicos

con una estenosis carotidea, con independencia de su
grado de estenosis. Es el primer estudio en el que se
evidencia una relaciéon entre la implicacion del EO en
el desarrollo de ictus en pacientes ateroescleréticos.

Es conocido que el riesgo de ictus es mayor en
los pacientes con placas de ateroma de caracte-

risticas hipoecoicas y heterogéneas, segun se ha
demostrado en el Cardiovascular Health Study (10),
Gronholdt y cols. (11), Sterpettiy cols. (12) y Abu-
Rahma y cols. (13). Sin embargo, el estudio ecogra-
fico tiene una limitacién metodoldgica, que es su
valoracion subjetiva. En este sentido, y para evitar
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Tabla VIII. Estudio del dafho oxidativo en las placas de ateroma carotidea y la asociacion
con la sintomatologia neuroldgica

Estudio del dafno Sin sintomas . o
L . . Sintomas neurolégicos p
oxidativo neuroldgicos
Dafo del ADN 4393,01 £2817,94 2476,91 £ 1007,22 0,002
Peroxidacion lipidica 3220+ 17,04 4444 + 28,40 0,12
Estudio del dafio oxidativo
PEROXIDACION LIPIDICA
DANO DEL ADN
0% 10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 % 70 % 80 % 90% 100 %
M Sin sintomas neuroldgicos M Sintomas neurolégicos

este sesgo, se han realizado mediciones informaticas
de la escala de grises en laimagen en modo B (GSM) de
las placas de ateroma. Esta medicion ha demostra-
do ser un importante factor discriminatorio entre las
lesiones ecolucidas y ecogénicas, aunque no se ha
relacionado con el grado de vulnerabilidad de la placa,
lo cual es uno de los objetivos de nuestro estudio.
El estrés oxidativo (EO) ha demostrado una clara
influencia en el desarrollo de las placas de ateroma por
los dafos provocados en el endotelio vascular (14). En el
ser humano, el EO participa en los mecanismos etiopa-
togénicos primarios, 0 en sus consecuencias, en mas de
100 enfermedades de gran importancia clinica y social,
como la aterosclerosis y el proceso de envejecimiento.
Como consecuencia del metabolismo propio para
la obtencién de energia en forma de ATP, las células
producen ROS (reactive oxygen species). Estas molécu-
las tienen una vida media corta, pero son altamente
reactivas. Las ROS se producen principalmente en la
mitocondria como consecuencia del metabolismo del
oxigenoy, cuando se produce un desequilibrio entre
su produccién y la capacidad antioxidante del siste-
ma, se genera un ambiente oxidativo, lo que provoca
el denominado EO (15). Los niveles elevados de EO
agotan el ATP de la célula y, como consecuencia, se
produce la muerte celular, que libera al medio nume-
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rosos compuestos citotoxicos, ya que se impide la
muerte celular por apoptosis controlada.

La mitocondria es el principal lugar de generacion
de ROS. El primero que se genera es el ion superdxido,
que se produce principalmente por la fuga de elec-
trones que tiene lugar en los complejos 'y lll de la
cadena de trasporte electrénico (16). A pesar de que
la conversién de superdxido a perdxido de hidrégeno
es rapida, gracias a la accion de la enzima superdxido
dismutasa, se trata de una ROS muy reactiva, ya que
en cuestion de microsegundos puede reaccionar con
proteinas, ADN y lipidos, lo que causa efectos perjudi-
ciales para las células, o con otros elementos, lo que
crea 'y propaga nuevos ROS (16).

Al EO se le considera vinculado a las ECV, ya que
produce oxidacién de LDL, que lesionan el endotelio
vascular, a partir del cual se inicia la formacién de
la placa de ateroma (17). Ademas de la disfuncién
endotelial, el EO esta relacionado con la reduccion de
la biodisponibilidad del éxido nitrico, con el aumento
de las propiedades anticoagulantes, el aumento de
la agregacion plaquetaria y el aumento de la expre-
sién de moléculas de adhesion, de quimiocinas y de
citoquinas, todos ellos fendmenos inflamatorios y
protrombdticos que influyen en la progresion de la
aterosclerosis (18).
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A pesar de los progresos en el estudio del EO sobre
la lesion arterial, todavia queda mucho por investigar.
Es necesaria una mejor comprension de los mecanis-
mos reguladores de la activacion de la oxidasa en la
pared arterial y de la interferencia entre los diferentes
origenes de ROS, asi como de sus consecuencias. Auto-
res como Rafiei Ay cols. estudiaron la concentraciéon
sérica de FRAP en pacientes con enfermedad coro-
naria. Sus resultados confirmaron que el aumento del
estrés oxidativo se correlacionaba con el aumento
de la estenosis arterial y observaron que los niveles
séricos de FRAP disminuyeron en el grupo con enfer-
medad coronaria en comparacion con el grupo de
control (19). Feki Ay cols. estudiaron la cardiotoxicidad
y el dafo del ADN asociados al infarto de miocardio
inducido por tiametoxam in vitro e in vivo. Los auto-
res analizaron el potencial antioxidante mediante la
actividad captadora de radicales ABTS, las pruebas de
oxidacion del acido linoleico y el ensayo de mellado
del genoma y del ADN cardfacos (20).

Nuestro estudio presenta limitaciones, ya que
incluye pacientes con un estadio avanzado de esteno-
sis carotidea, precisamente porque son los pacientes
que acuden a nuestro servicio y necesitan un trata-
miento quirdrgico, por lo que no podemos estudiar
aquel segmento poblacional con placas de ateroma
moderadas no susceptibles de tratamiento quirdrgico,
segun las directrices internacionales actuales. Para ello
se ha tenido en cuenta la naturaleza multifactorial
del estrés oxidativo y, por tanto, se han estudiado
diversos sistemas de produccion de ROS y de defensa
antioxidante. Por otra parte, no se ha planteado en el
estudio la realizacion de una evaluaciéon exhaustiva
de todos los pardmetros de estrés oxidativo, sino
solo de aquellos relevantes y cuya medida pueda
abordarse sisteméaticamente sin demasiada dificultad
técnica en un laboratorio de andlisis clinicos y que
permitan abrir importantes perspectivas futuras de
diagnoéstico, como la deteccién precoz de la enferme-
dad carotidea inestable en grupos de riesgo, incluso
antes de la aparicién de sintomas clinicos, mediante
la evaluacion de su nivel global de estrés oxidativo
especifico. Una limitacién de este estudio es la falta
de mediciones objetivas del grosor del complejo
fibroateromatoso (GSM), que permite caracterizar la
composicion de las placas de ateroma, ya que este
estudio pudo realizarse mediante el anélisis histoqui-

mico, que es mas preciso. Por otra parte, la valoracion
de las caracteristicas morfoldgicas de las placas de
ateroma fue subjetiva, lo que podria haber introdu-
cido un sesgo en los resultados. Para controlar este
hecho, las valoraciones se realizaron por un Unico
técnico con experiencia en el estudio eco Doppler
de troncos supraadrticos.

Por lo tanto, aunque es importante conocer la mor-
fologia de la placa de ateroma en la arteria carétida,
también lo es conocer los factores que influyen en
su progresion y, por ende, en sus manifestaciones
clinicas. Por ello, la determinacion de mediadores de
la inflamacién proporciona un campo de investigacion
novedoso. Estos estudios pueden serimportantes no
solo por la identificacion de marcadores prondsticos
de la inestabilidad de la placa, sino también como
controles séricos de nuevas estrategias terapéuticas
con las que tratar la enfermedad aterosclerética.

El desarrollo de nuevas dianas moleculares y
agentes farmacolégicos que puedan bloguear los
efectos negativos de las ROS patoldgicas también
mejorara en gran medida el campo de conocimiento
en la investigacion cardiovascular. Es importante
comprometerse en el avance del conocimiento de
la biologfa del EQO y de la enfermedad aterosclerética
para conseguir identificar dianas terapéuticas mas
eficaces en la ECV.

Es de gran utilidad para la practica clinica habi-
tual contar con una baterfa de biomarcadores que
permitan caracterizar el ambiente redox sistémico
en pacientes que padecen de enfermedades aso-
ciadas a la aterosclerosis. Estas determinaciones
bioguimicas permitiran individualizar la terapia de
cada paciente y contribuir a reducir los dafios oxi-
dativos que tienen lugar durante el desarrollo y el
progreso aterogénico.

CONCLUSIONES

Las placas de ateroma homogéneas y calcificadas
de la arteria carotida presentan mayor capacidad y
defensa antioxidante que las placas de ateroma no
calcificadas y heterogéneas. Los pacientes con sinto-
matologia neuroldgica presentaron placas de ateroma
con menor capacidad y defensas antioxidantes que
los pacientes asintomaticos neuroldgicos.
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